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摘要： 为了检测分析坛子菜中的游离氨基酸，先采用离子交换树脂层析法分离坛紫菜粗提液中




数据，最终鉴定 TZC去掉已知取代基团 PITC后的成分为乙醇胺，分子式为 C2H7NO，相对分子质
量为 61.08。
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Abstract： Free amino acids were separated by ion -exchange column chromatography from the
crude extracts of Porphyra haitanensis. Amino acids were eluted with 3 mol/L NH3·3H2O and the
eluate was collected. Many protein amino acids and five unknown components were discovered in
Porphyra haitanensis by thin layer chromatography，ion chromatography and PITC -HPLC
respectively. One unknown derivative component （TZC） was obtained by preparation HPLC. TZC
was white flocculent solid after vacuum freeze-drying. According to analysis of NMR，HR-MS，IR
spectroscopy data，the molecular structure of TZC had been elucidated. TZC was ethanolamine after
removed substituent component of PITC，its molecular formula was C2H7NO，molecular weight was 61.08.
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质谱仪：美国 Waters，LCT Premier XE 等。
1.3 坛紫菜游离氨基酸的分离
取一定量粉碎的坛紫菜藻粉用 75%的乙醇（料
液比为 1∶5）浸泡 24 h，然后 40 ℃超声提取 30 min，
共 3 次。 旋转蒸发浓缩至无乙醇（40 ℃下），将水相
用 3 倍体积的乙酸乙酯萃取 3 次，留水相。 将水相
浓缩至一定体积，过阳离子交换树脂，收集 3 mol/L









mm×250 mm） 和保护柱 （2 mm×50 mm）； 流 速 为
0.25 mL/min； 进 样 量 25 μL； 柱 温 为 30 ℃ ；250




1.6.1 色谱条件 色 谱 柱：Inertsil ODS-SP C18（5
μm×250 mm×4.6 mm）；柱温 38 ℃；SPD-M20A 检测
器，检测波长 254 nm；进样量 10 μL。 流动相 A：0.1
mol/L 醋酸钠（用冰乙酸调 pH 值为 6.5）-乙腈（体积
比 97∶3）的溶液；流动相 B：乙腈-水（体积比 4∶1）的
溶液。 线性洗脱程序：0.0 min，0%B；13 min，7%B；
23 min，23% B；29 min，35% B；35 min，40% B；40
min，100%B；45 min，100%B；47 min，0%B。 流速为
1.0 mL/min。
流动相 A 的配制：3 g 醋酸钠溶解在 370 mL 水
中，用冰乙酸调至 pH 6.5，加入 28 mL 乙腈，用 0.45
μm 的滤膜过滤。
1.6.2 对照品混合溶液和样品的衍生 取对照品
混合溶液或样品 200 μL 置于离心管中， 加入 0.1
mol/L PITC-乙腈 （36 μL PITC 和 2.164 mL 乙腈混
合）溶液 100 μL，1.0 mol/L 三乙胺-乙腈（417 μL 三
乙胺和 2.583 mL 乙腈混合）溶液 100 μL，混匀，室
温下放置 1 h 后加入 400 μL 正己烷，漩涡混合器振









色 谱 柱 ：Shim -Pack PRC -ODS （20 cm ×250
cm）；SPD-20A 检测器，检测波长 254 nm；进样量 5
mL。 流动相 A：0.1 mol/L 醋酸钠（用冰乙酸调 pH 值
为6.5）-乙腈（体积比 97∶3）的溶液；流动相 B：乙腈-
水（体积比 4∶1）的溶液。 线性洗脱程序：0.0 min，0%
B；13 min，7% B；23 min，23% B；29 min，35% B；35
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Fig. 1 Free amino acids from the crude extracts of














Fig. 2 Mixed standard sample of amino acids by ion chromatography
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Fig. 3 Chromatogram of the sample Porphyra haitanensis by ion chromatography
1：Asp，2：Glu，3：Ser，4：Gly，5：His，6：Arg，7：Thr，8：Ala，9：Pro，10：Tyr，11：Val，12：Met，13：Cys-Cys，14：Ile，15：Leu，16：Phe，17：Lys
图 4 混合标样液相色谱图









2.4.2 线性关系分析 分别取 100、50、25、10、5 μL
的对照品混合氨基酸标准溶液，使其按照上述方法
进行衍生，以各种氨基酸峰面积 Y 为纵坐标，氨基
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表明，17 种氨基酸在 0. 078~1.25 mol/L 范围内与峰
面积比具有良好的线性关系。 氨基酸混合标准品中
每种氨基酸的线性回归方程见表 1。
表 1 17 种氨基酸的线性回归方程
Table 1 Linear regression equations of 17 kinds of amino
acids
2.4.3 方法的精密度、重复性及稳定性试验 取对
照品溶液 200 μL，按照上述方法衍生后连续进样 5
次，以色谱峰峰面积为指标计算 RSD，考察其精密
度 ，17 种 氨 基 酸 标 准 溶 液 的 精 密 度 试 验 RSD 在
0.20%~2.49%（n=5），均在允许范围内；取对照品溶
液 200 μL 按照上述方法衍生后分别在 0、4、8、12、
24、48、56 h 进 样 ， 以 色 谱 峰 峰 面 积 为 指 标 计 算
RSD， 考察其稳定性，17 种氨基酸标准溶液的稳定




的 RSD 在 0.75%~2.03%，同样均在允许范围内。
2.4.4 回收率试验 吸取已知浓度的坛紫菜样品
100 μL，准确加入氨基酸混标 100 μL，按照上述方
法分别衍生、进样，外标法定量，如此平行 5 次，计
算各氨基酸的回收率和相对标准偏差，平均回收率






分 TZC，其制备分离 HPLC 色谱图见图 6，TZC 的出








Fig. 5 Chromatogram of the sample Porphyra haitanensis by PITC-HPLC
氨基酸 线性回归方程 相关系数/r
天冬氨酸（Asp） Y＝8.928 5X－0.033 6 0.998 1
谷氨酸（Glu） Y＝9.268 2X－0.019 3 0.989 3
丝氨酸（Ser） Y＝2.463 0X－0.000 3 0.997 2
甘氨酸（Gly） Y＝-0.492 4X＋0.012 4 0.997 2
组氨酸（His） Y＝0.701 6X＋0.008 1 0.996 7
精氨酸（Arg） Y＝0.359 2X＋0.061 9 0.996 2
苏氨酸（Thr） Y＝1.936 8X＋0.004 8 0.997 1
丙氨酸（Ala） Y＝0.850 6X＋0.003 3 0.997 1
脯氨酸（Pro） Y＝-0.941 6X＋0.012 0 0.997 2
酪氨酸（Tyr） Y＝-1.120 9X＋0.010 6 0.997 4
缬氨酸（Val） Y＝-0.386 4X＋0.000 5 0.996 9
蛋氨酸（Met） Y＝0.099 6X－0.029 6 0.994 7
胱氨酸（Cys） Y＝-0.939 0X－0.010 8 0.993 1
异亮氨酸（Ile） Y＝-1.024 0X＋0.006 9 0.997 2
亮氨酸（Leu） Y＝-0.802 7X＋0.007 9 0.996 9
苯丙氨酸（Phe） Y＝-1.040 5X＋0.007 3 0.996 5
赖氨酸（Lys） Y＝-3.617 7X＋0.007 0 0.997 1
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通过红外光谱、高分辨质谱、核磁共振波谱分
析，对 TZC 的结构进行鉴定。 TZC 为白色絮状固体，




4H）；13C -NMR （100 MHz，MeOD） δ：182.3，139.4，
130.4，127.1，125.8，61.4，47.9。 结合核磁共振波谱、
高分辨质谱、红外光谱数据，最终推测 TZC 去掉已









































图 6 TZC（24.4 min）的 HPLC 制备分离图
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